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(57) Abstract: The invention relates to a plastic mould monoblock part for analysing and preparing substances comprising at least 
a surface area and an internal area wherein said surface area is embodied in the form of an open-pore three-dimensional network. 

(57) Zusammcnfassung: EinstUckiges Fonnteil aus Kunslstoff Mr Analyse und Praparaiion von Substanzen mit mindeslens einem 
Oberflachenbereich und einem Innenbereich, wobei der mindestens eine Oberfiachenbereich ein offenporiges. dreidimensionales 
Netzwerk isL 
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Cft.-m»Aii 2ur Analyse und Praoar atinn von substanzen in MIkroliter- unti 
Siihmlkroliter-Volumina und Veifa hren zu seiner Herstellunq 

Die vorilegende Erfindung betrifft ein Formtell zur Analyse und Praparation von 
Substanzen. 

5 Die Entwicklung der Biotechnologie in den letzten Jahren, insbesondere im 
Berelcli der Proteom- und Genom-Forschung verlangt nach effizienter Analytik 
bel allgemelner Reduldion der Proben- und Reagenzlenvolumina. Aufgrund der 
zunehmenden Parailellsierung der Untersuchungen bestehen iiohe 
Anforderungen im Bereich einer einfachen, pral<til<ablen und okonomisch 

10 vertretbaren Probenvorbereitung, um eine Cliarakterisierung von Kleinstmengen 
zu eriauben. 

An entsprecliende Probenvorbereltungsschrltte werden vielfaltlge Anfordeningen 
geslsilt, dabel mOssen 

a) Verluste an Probenmateriai gering geliaiten werden, 
15 b) Mogiichkeiten zu einer ausfallslcheren Automatlsierung gegeben sein, 

c) Analysen von Anaiyten in niedriger Konzentration neben anderen Anaiyten mlt 
liolierer Konzentration mSglicIn sein, 

d) Probenvoiumina im \i\ und sub-pl Bereicii verarbeitet werden kSnnen, 

e) moglichst univereell einsetzbare Einlieiten fur eIne VIelzalii verscliiedener 
20 Verfaliren geschaffen werden. 

US 5,833,927 betrifft eine Vorrichtung, mit der eine Komponsnte aus einer 
Fiussig!<eit gebunden werden kann. Die Vorriclitung ist in Form einer 
Pipettenspltze ausgebildet. Die Bindung erfolgt an einer i^embran, die sich quer 
zur Flussrichtung in der Pipettenspitze befindet. 

25 WO 88/09201 betrifft eine Vonlchtung zur Trennung und Reinlgung von 
MolekQIen durch Adsorption der MolekQIe an einer Matrix. Hierbei 1st eIn 
Chromatographiematerial In einer Pipettenspitze elngeschlossen. 
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Nachteilig an diesen Vorrichtungen ist, dass sle groBe Totvolumina aufweisen, 
die insbesondere beim Umgang mit Probenvolumina im Mikroliter- und 
Submikroljterbereich inakzeptabel sind und dass sie aus verschiedenen 
5 Materialien zusammengesetzt slnd. 

Zur Oberwindung der Problematlk des Totvolumens beschrelbt WO 98/37949 eln 
Verfahren zur Erzeugung einer Struktur, die sich innerhalb elner UmhOllung, 
beispielsweise einer Pipettenspitze, befindet Diese Struktur kann als sorbtiver 
Oder reakOver Trager dienen, jedoch fuhrt die Verlagerung der Struktur in den 
10 PIpettenspitzenauslauf zu gravierenden Funktionsstorungen und sclilechter 
Reproduzierbarkeit. 

Diese Probleme versuclit die WO 01/07162 dadurch zu umgehen, dass auf der 
inneren Oberflache einer Pipettenspitze elne Beschichtung aufgebraclit wird. Hier 
bestelien jedocli nachteilliafterweise die Pipettenspitze und die Bescliichtung aus 
15 zwel unterschledllchen Materialien. 

Das Problem der schlechten Reproduzierbarkeit und des schlechten Auslaufs der 
WO. 98/37949 versucht die US 6,415,716 dadurch zu 16sen, dass in die Wand 
eines GefaBes Tetle eines Separationsmedlums eingebunden slnd. Nachteilig ist 
jedoch auch hier, dass unterschledliche Materialien kombiniert werden mussen. 

20 Bel einer zunehmenden Verklelnerung der RealcOonsgelBBe, Pipettenspitzen, etc. 
ist das EInbringen eines zwelten Materials zunehmend kompllzlerter. 

Brazilian 3. Med. Biol. Res (1994) 27: 1507-1516 beschreibt ein Verfahren, bei 
dem Nylon-6-Kugeln in Amelsensaure aufgelost und dann prazipitiert vv'erden, 
wodurch schwammartlge Strukturen und kolloldale Suspensionen erhalten 
25 werden konnen. An diese konnen dann Enzyme gebunden werden. 
Entsprechende Schwamme und Suspensionen konnen nur schwer zu 
praktikablen Tools fur die Mikroanalytlk verarbeltet werden. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war es, Formteile zur Analyse und 
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Preparation bereitzustellen, die die genannten Anforderungen erfOlien und dabei 
fJachteile des Standes der Technlk Qberwinden. 

Gelost wird die Aufgabe durch em einstucklges Formteil aus Kunststoff zu.r 
Analyse und Praparatlon von Substanzen mJt mlndestens einem 
5 Oberfiachenberelch und eiriem Innenberelch, wobel der mlndestens eine 
Oberflachenbereich ein offenporiges, dreidimensionales Netzwerk ist. 

"Elnstuckig" Im Sinne der Anmeldung bedeutet, dass das Formteil aus einem, 
chemisch einheitllchen Ausgangsmaterlal besteht. 

"Innenbereich" ist der Tell des Formteils, der nicht Tell eines 
10 OberflSchenberelchs ist. 

Erfindungsgemae wIrd ein Formteil aus Kunststoff bereltgestellt, das zur 
Analyse und Prgparation von Substanzen geeignet ist. An der Oberflaciie 
existlert mlndestens ein Bereich mit einem offenporigen dreldlmensionalen 
Netzwerk. Die Formteile eignen sich zur Behandlung von Proben im Mikroliter- 
15 undSubmlkrollter-Bereich. 

Bevorzugt ist der Innenbereich frel von offenen Poren. 

Besonders geelgnete Kunststoffe fur die Formteile sind Polyamide, 
belspielsweise der Typen PA6, PA66, PA46, PA12, Polysulfbne, Polyester und 
Polycarbonate. Aucli Copoiymere der entspreclienden Materiaiien und 
20 Misdiungen derselben sind m&gllch. Das gssamte Formteil ist jedoch eiristuclOg 
aus dem glelchen chemisclien P-flaterial aufgebauL 

An die entsprechenden Formteile konnen Reaktanten gebunden seln. 
Besonders geelgnete Reaktanten sind: 

• Proteine, Protelnderlvate und Peptide, z.B. Antikorper, Antigene, Lektine, 
25 Heparine, Protein A, Protein G, Enzyme wie Proteasen, Phosphatasen, 
Glycosidasen, Upasen, etc.; 
0 NukleinsSuren, z.B. Oligo- und Polynukleotlde, Dl^- oder Ri^-Fragmente; 
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• Kohlenhydrate wie Monosaccharide, Disaccharlde, Glycogen, Starke, Dextrane 
und komplexe Kohlenhydrate; 

• LIpIde wie Triacylglycerine, Sterolde, Phosphoglyceride, Ganglloside; 

• Afflnltatsllganden, z.B. Chelatbildner, Cibacron Blau; 

5 ♦ Effektoren von Enzymen wie Inhlbltoren, Aktivatpren, Substrate, Cosubstrate. 

Entsprechende Reaktanten konnen an einem oder mehreren 
Oberfiachenberelchen des Formtells gebunden sein. ,Es konnen auch 
verschiedene Reaktanten an verschiedenen Oberfiacbenberelchen gebunden 
sein. 

0 Die Hersteilung muitlfunktloneller Schlchten durch mehrfach parUelle Aktlvierung 
der Oberflache des Formtells und deren BestQckung mit unterschiedllchen 
Reaktanten erlaubt eine Abfolge von aufeinander fblgenden Reaktlonen im 
Mikroliterbereich ohne auftvendige Zwischenschritte. So konnte beispielsweise in 
einer Pipettenspltze in der unteren Sclnicht eine kovalent gebundene Protease 

5 Peptide erzeugen, die in der daruber liegenden Schlcht durch hydrophobe 
Bindungen aus der Realctionslosung entfernt werden und nach Elution im 
l^assenspektrometer untersucht werden konnen. Dies 1st In Rgur 10 dargestellt. 

Die Reaktanten konnen kovalent, ionlsch, uber Komplexbildung oder durch 
hydrophobe Wechselwirkung gebunden sein. Die Bindung kann unmittelbar 
0 erfblgen oder mIt Hilfe von Linkem. Das Formteil kann beispielsweise als 
Pipettenspitze, Schlauchstudc, Stab, Bnzel- oder MehrfachgefaB, 
MIkrotiterplatte, TauchkSrperlcugel oder Platte ausgebiidet sein. 

Gegenstand der Erfindung 1st auch ein Verfehren zur Hersteilung der Formtelle. 
Hierbel wlrd ein einstQcklges Formteil aus Kunststoff an mlndestens eInem 
5 Oberflachenberelch parOell gelost, so dass ein offenporlger Oberflachenberelch 
entsteht, der ein dreidimensionales Netzwerk bildet. Dabei kann gleichzeitig, 
vorher oder nachtraglich zur partiellen Losung des OberflSchenberelches eine 
chemische Aktivierung des Oberflachenbereiches erfolgen. 
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Das Verfahren 1st dadurch gekennzeichnet, dass die Kunststoffobeiflache durch 
eln flQsslges Reaktlonsmedlum angelost wlrd und durch elnen Wechsel des 
flQssigen Mediums die angelQste Oberflachenstrulrtur erhalten bieibt bzw. durch 
Ausfallung eine dreldimenslonale Stmktur entsteht. Hlerdurch erfoigt eine 
5 erhebllche OberflachenvergroBerung, die fQr die Anbindung von Substanzen 
benutzt werden kann. 

Die genauen Verfehrensbedingungen sind erwartungsgemaB abhangig vom 
eingesetzten Kunststoff und konnen durch einfache Experimente fur ein 
gegebenes Material optimlert werden. Soweit nur eine Anlosung der Oberflache 
10 gewunscht wird, slnd z.B. fur Polyamide besonders geeignete Losungsmittel 
gesattigte wassrige Phenollosung Oder 85%ige Ameisensaure. Soweit gleichzeitig 
eine Frelsetzung weiterer reaktiver Gruppen erfolgen soil, eignen sich 
insbesondere Sauren wle Salzsaure (> 2,5 M). 

Die Elnwirkdauer hSngt u.a. ab von dem Oberflachenmaterial, moglicher 
15 vorheriger Oberflachenbehandlung und der Temperatur. Sle liegt allgemein 1m 
Bereich von 10 sec bis 10 min, bevorzugt im Bereicli von 30 sec bis 3 min. Im 
Falie einer gewQnschten Freisetzung weiterer reaktiver Gruppen an der 
OberflSche durch Spaltung von Blndungen im Kunststoff betragen diese 
typischerwelse zwlschen 1 und 10 h, bevorzugt zwischen 2 und 3 h. Nach 
20 Elnwlrken dleser Reaktionsmedien auf den oder die Oberflachenberelche erfoigt 
eln Wechsel der Reaktionsmedienbedmgungen. Dies kann erfolgen durch einen 
Austausch des Fieaktlonsmediums oder durch Veranderung der Konzentratlon 
durch Zusatz weiterer Substanzen. 

Im Falle von Fonmteilen, die zur Aufnahme von Flussigkeiten geeignet sind 
25 Cbeispielsweise Pipettenspitzen, ReaktionsgefaBen, Mikrotiterplatten, 
Schlauchen), kann das notwendige Reaktionsmedium in einfacher Weise 
hlneingegeben oder aufgesaugt werden. Im Falle von Tauchkorperkugeln, 
Staben, etc. wlrd der zu behandelnde OberflSchenbereich in das 
Realdionsmedium eingetaucht 
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Die erfindungsgemaBen Formteile eignen slch zur Analyse und Praparation von 
Substanzen, insbesondere zur spezlfischen Konzentrierung und 
Probenvorbereitung und zur Anrelcherung elner Substanz In einer Probe, zur 
Abrelcherung einer stQrenden Substanz aus elner Probe, zur Analytmodlflkatlon, 
5 insbesondere zur spezlfischen Spaltung Oder Entfemung von Modiflkatlon wie 
Phosphaten, Zuckerelnhelten, Fettsaureeinheiten. 

Beispielswelse kann durch die Technik der Extraktion aus, Im Verhaltnis 
zueinander geselien, groBeren GefaBen und der Elution In wesentlich kleineren 
GefaBen, elne Konzentrierung der gewunschten Substanz im Verhaltnis der 
10 Volumina der Extraktions- zu den ElutionsgefaBen erreicht werden, wie dies in 
Rgur 11 dargestellt ist. 

Extraktion aus Volumen Vi = 500 pi 
Elution aus Volumen V2 = 10 pi 

erglbt eine SOfeche Konzentrierung. 

15 FIgur 1 zeigt elnen Langsschnitt durch eine mit 85%iger Ameisensaure aktivierte 
Nylon-6,6 Spitze (A: feucht; B: trocken). 

FIgur 2 zeigt einen Langssclinjtt durch ein mIt gesattigter, wassriger 
PhenollSsung aktivlertes Nylon-5 SchlauchstQck (A: feucht; B: trocken). 

Figur 3 reigt eine Trennung unterschiedlich hydrc»phober Peptide an einer 
20 aktivierten Nylon-6,6 Spit2:e. 

Figur 4 zeigt das Ergebnis einer Entsalzung elner Peptidmlschung. 

Figur 5 zeigt massenspelctroskopische Analysen von humanem Albumin nach 
Spaltung mit Trypsin, das an elne Nylon-6,6 Spltze gebunden 1st. 

Figur 6 zeigt massenspektroskopische Analysen der Spaltung eines 
25 Phosphopeptides mit alkalischer Phosphatase, die an eine Nylon-6,6 Spitze 
gebunden ist. 
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Rgur 7 zeigt eine massenspektroskopische Analyse eines Glucopeptides vor und 
nach einer Spaltung mJt Peptld-N-Glucosldase F, die an eine Nylon-6,5 Spitze 
gebunden ist. 

Rgur 8 zeigt die Ergebnisse elner Entsalzung einer i7-mer-Ollgonudeotidl6sung 
5 mlt Hilfe einer aldjvierten Nylon-6,6 Spitze. 

Rgur 9 zeigt die Ergebnisse einer Anreiciierung von Phosphopeptlden aus einer 
L^sung. 

Rgur 10 zeigt eine Prinzipsskizze, bei der verschiedene Reaktanten auf 
verscliiedene Oberfiachenbereiciie eines Formtells gebunden sind. 

10 Rgiir 11 zeigt eine Skizze einer Anwendung der erflndungsgemaBen Fbrmteiie, 
bei der Extraktion und Elution in verschiedenen Voiumina erfolgt, urn eine 
Konzentriemng der Substanzen zu erreichen. 

gielspllel 1 

Aktivi&rung einer PIpettenspltze 

15 Bne aus Nylon-6,6 bestehende Pipettenspitze wurde durch Aniosen der inneren 
Wandung mittels AmeisensSure und nactifoigendes Ausfailen des geiosten 
l^lon-6,6 an der Innenwand durch Verdunnen der nylonliaitigen Losung mit 
Wasseraktiviert. 

Eine Pipettenspitze wurde mitfolgenden Schritten beliandelt: 

20 a) Aufeiehen von 15 |Jl 85%iger Amelsensaure, 

b) sofortiges Nachziehen von 4 \A einer gesattigten Matriumchloridiosung zur 
Verdunnung der AmeisensSure, 

c) Inkubation bei Raumtemperatur fOr 2 min., 

d) AusstoBen der AmeisensSure/Nabiumciiioridiosung und sorgfaitiges SpQien 
25 mitWasser. 

Bne entspreciiend beiiandelte Pipettenspitze 1st in der Rgur 1 dargestellt. 



Beispiel 2 
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Aktivierung dnes Schlauchtells 

2a) Ein Nylonschlauch bestehend aus Nylon-6 wurde durch Zugabe einer 
wassrigen Phenollosung und nachfolgendes Ausfallen des gelosten NyIon-6 an 
der Innenwand durch Acetonzugabe behandelt. Die Aktivierung erfolgte wie 
5 folgt: 

a) Aufeiehen von 15 (jI einer gesattigten wassrigen Phenollosung, 

b) Inkubatlon fur 10 min bel Raumtemperatur, ^ 

c) Nachziehen von 25 pi Aceton, 

d) 5 min warten, 

10 e) AusstoBen der Phenol-/Acetonl6sung und mehrfaches Spulen mit Aceton. 
Ein entsprechend behandeltes SchlauchstQck ist in Rgur 2 dargestellt. 
2b) Altemativ erfolgte eine Aktivierung des Schlauchstuckes durch 

a) Aufziehen mit 10 |jI 85%iger AmeisensSure, 

b) Inkubation fDr 60 sec bel Raumtemperatur, 

15 c) AusstoBen der Amelsensaure und wlederholtes Spulen mit Wasser. 

Beispiel 3 ( 
Bindung von Protein an Nylon 6,6 Spitzen 

Eine Mylon-6,6-Spitze wurde mit Dimethylformamid, 80%igem Acetonltiil und 
0,1 M Phosphatpuffer pH = 8,0 absorbanzkontrolliert bei 215 nm bis zu einer 

20 maximalen Absorbanzdlfferenz von 0,04 gewaschen. AnschlieBend wurde die 
Spltze mit einer Losung von 0,5 mg Hamogiobin/ml Phosphatpuffer 2 Stunden 
inkublert. Dann wurde die verbieibende Konzentration des Hamogloblns in der 
Losung photometrisch bei 215 nm gemessen und aus der Absorbanzdifferenz die 
gebundenen Menge berechnet. Unter diesen Bedingungen konnte keine Bindung 

25 nachgewiesen werden (0 pg/cm^ Nylonoberflache in sechs Versuchen). 
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In einem zwelten Experiment wurde elne Nylonsptae zunSchst mit 15 pi 
85%lger Ameisensaure 2 min bei Raumtemperatur, wie im Beispiel 1 
beschrieben, aktivlert. AnschlleBend wurde wle oben gewaschen. Dann wurde 
die Spltze - wle oben beschrieben - mlt HSmogloWn Inkublert. Aus der 
5 Absprbanzabnahme des Hamoglobins bel 215 nm ergab sich aus vier Versuchen 
eine Bindung von 18,4 pg/cm^ Oberflache, 

In einem dritten Experiment wurde eine Nylonspitze wie oben beschrieben mit 
AmeisensSure aldlviert. Dann wurde die Spitze mlt 2,9 1^ SaizsSure, 2,5 h bel 
37'>C inl<ublert und wle oben gewasctien. Hamdglobin wurde l<ovalent an 
10 Aminogruppen des Nylons Qber Polyethyleniminspacer mit Glutaraldetiyd 
gebunden. Die Bindung betrug 26,5 pg/cm^ Oberflache (aus elner 
Doppelbestimmung). 

Elne vlerte Probe wurde wle Probe drei behandelt. An Stelle von Hamoglobin 
wurde Trypsin kovalent an die Amlnogmppen des Nylons gebunden. Die 
15 gebundene Menge von 26,8 pg Trypsin/cm^ wurde aus elner Aktlvltatsmessung 
mit fluorogenem Substrat bestimmt. 

Belsplel 4 

Fraktionierte Trennung von hydrophoben PepUden 

Nylon-6,6 Spitzen (25 pi) wurden mlt 85%iger Ameisensaure 30 sec angetost 
20 und die Saure durch mehrfeches Wasdnen mit Wasser entfemt. Aus humanem 
Serumalbumln wunde' durch Spaltung mlt Tn/psin elne Mischung definlerter 
Peptide hergestellt In die aktlvlerte Spitze wurden 7 pi einer Losung mit 1,4 pg 
Peptfdmlschung In 20 mM Ammonlumbicarbonat mit einem Zusatz von 
TrifluoresslgsSure einplpettlert und nach 5 min Kontaktzeit ausgestoBen. 
25 AnschlleBend wurde die Spltze mit 50 pi einer wassrigen, 0,1% 
TrlfluoresslgsaurelSsung gewaschen. Danach erfolgte die Eiutlon der gebundenen 
Peptide mlt je 10 pi wSssrlger Acetonltrlllosung, wobei der Acetonitrilgehalt von 
10 auf 50% schrittweise erhGht wurte. Die Eiutionslosung wurde mit MALDI-MS 
untersucht Die Sequenzen der Peptide konnten durch Abgleich mit einer 
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Datenbank besOmmt warden. Aus der so erhaltenen Amlnosauresequenz der 
identifizlerten Peptide wurde als MaB fur die Hydrophoblzitat der Peptide der 
sogenannte "Gravy-Index" berechnet 

Das Verhaltnis zwischen "Gravy-Index" und anstelgender 
5 Ac€tx)nitrilkonzentration 1st in Flgur 3 dargestellt. 

Beispiel 5 

Entsalzung einer Peptidmlschung 

Ein Nylon-6 Schlauchstuck wurde wie unter 2b) beschrieben aktiviert. Der 
aktlvlerte Nylonschlauch mit einer Lange von 15 mm und einem 

10 Innendurchmesser von 1,9 mm wurde auf eine Pipettenspitze gesteckt und 
Intensiv mit Dlmethylfbrmamid, 100% Acetonitrll und 80% Acetonltril 
gewaschen. Dann wurde der Schlauch mit 0,l%iger wassriger Trifluoressigsaure 
aqullibriert und 10 }j| elner Peptjdmischung (4,8 nmol/ml, 100 mM 
Natriumchlorid, 50 mM Phosphat, angesauert mit TFA) pipettiert. Nach 5 min 

15 Kontaktzeit wurde die Losung auspipettiert und der Schlauch mit 10 pi wassriger 
0,l%iger TFA gewaschen. Die gebundenen Peptide wurden mit 10 pi 80%igem 
Acetonitrll in Wasser eluiert. 



Figur 4A, oben zelgt das MALDI MS Spektrum vor der Entsalzung. Die Figur 4B 
zeigt das MALDI Spektrum nach Elution der Peptide aus dem Schlauch. 

Kovalente Bindung von To^psin 

Eine Mylon-6,6-splts:e wurde wie folgt aktiviert: 10 pi SO%iger Ameisensaure und 
danach 1 pi gesSttigte Kochsaizldsung wurden in die Spitze pipettiert und nach 2 
min ausgestoBen. Dann wurde die Spitze mehrmals mit Wasser gespult In die 
:5 so aktlvlerte Nylonspltze wurden 10 pi einer 2,9 M Salzsaure pipettiert und 2,5 h 
bei 37^C in elner Wasserdampf gesattlgten AtmosphSre Inkubiert, urn die 
Saureamidblndungen des Nylons partleli zu hydrolysleren. Mach Waschen der 
Spitze mit Wasser und 0,1 M Phosphatlosung pH = 8,0 (Pa-Puffer) wurde mit 
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Glutaraldehyd umgesetzt Dazu wurde die Spitze mlt 10 pi 2,5%iger 
Glutaraldehydlosung (v/v) In Pa-Puffer 18 min bel Raumtemperatur inkublert. 
Nach intenslvem Waschen mlt Wasser und Pa-Puffer erfblgt die Bindung des 
Spacers Polyethylenlmln (PEI) durch Inkubatlon mlt 10 pi einer l%lgen PH- 

5 Losung In Pa-Puffer (w/v) fQr 1 h bel 37<»C. Nach dem Waschen mit Wasser und 
Pa-Puffer wurden Obrig gebilebene BIndungsstellen durch Inkubation bel 4'»C fDr 
mindestens 2h, besser Ober Nacht, mlt 10 pi einer Amlnosauremlschung aus je 
0,5 mg Plienylalanin, Leucin, Arginln, Glycin und AsparaginsSure / 1 ml Pa-Puffer 
inkublert. Dann erfolgt eine zweite InkubaOon mlt Glutaraldehyd (2,5% In Pa- 

10 Puffer, 18 min bel Raumtemperatur). Nach intenslvem Waschen mit Wasser und 
Pa-Puffer werden 10 pi einer Trypslnlosung (Img/mi Pa-Puffer) in die Spitze 
pipettiert und 23 h bel 4*»C inkublert. Dann erfolgt nach Waschen mit Pa-Puffer 
die ReduWaon der gebildeten Doppelbindungen zwischen den Aldehydgruppen 
des Glutaraldehyds und den Aminogruppen des Nylons, des PEI bzw. des 

15 Tr/psins mlt einer 0,1 M NaBH4-lj6sung In Pa-Puffer (30 min bel 
Raumtemperatur). Die Nyionspltze wurde zum Schluss mlt Wasser, Pa-Puffer, 1 
M Naa-ljosung in Pa-Puffer, 0,5% Octylglycosid in Pa-Puffer und Pa-Puffer 
gewaschen. Die gebundene Trypsinmenge wurde mit dem fiuorogenen 
Trypslnsubstrat Bz-Arg-AMC-HCi bestlmmt. Dazu wurden Qber einen Zeitrum von 

20 je 2 min Jewells 10 pi aus elnem Gesamtvolumen von 150 pi einer 
Substratlosung (25 pM Bz-Arg-AMC«HCI In 20 mM NH4HCO3, das 0,5% n- 
Odylglycosld enthalt) mlt dem CyBi-Well Multiplpettor aufgezogen und unter 
Schuttein ausplppetiert. Das geblldete Ai^IC wurde bel 360/44-0 nm mit einem 
Fluoreszenzreader gemessen und mlt mitgefuhrten AMC Eichv>ferten verglichen. 

25 Der Test ergab eIne gebundene Trypsinmenge von 5,9 pg. 

Die Spitze wurde wiederholt zum Verdau unterschiedllch konsentrierter 
Humanserumalbumlnldsungen (HSA) eingesetzt. Die gespaltenen Peptide 
wurden im MALDI-MS nachgewiesen. Rgur 5 zeigt zwei MALDI-Spektren von 
HSA-Peptlden nach Jewells 10 min Trypsinverdau. Figur 5A zeigt das 
30 Spaltungsergebnis von humanem Albumin bei der ersten (oben) und Figur SB 
bel der sechsten Benutzung. Die Spitzen slnd also fur mehrfachen Einsatz 
hinreidiend stabil. 
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Beispiel 7 

Spaltung eines PhosphopeptSds mit alkalischer Phosphatase 

An eine Nylon-6,6 Spfee, aktlvlert durch AnI6sen mlt 10 pi 85%lger 
Ameisensaure 30 sec und Ausfallen mit Wasser^ wurde gereinigte alkalische 
5 Phosphatase (AP) aus Kalberdarm mlt geringen Andemngen der Prozedur analog 
Trypsin (Beispiel 6) kovalent gebunden. Nach der zwelten 
GlutaraldehydakOvlerung wurde die Spltze Intensiv mlt 20 mM NaHCOa-LSsung ( 
an Stelle des Phosphatpuffers gewaschen. Die AP wurde zur Bindung als Losung 
von 1.38 mg/ml In 50 mM NaHCOs eingeset2±, 10 pi dieser L8sung wurden in die 

10 Nylonspitze pipettiert und 23 h be! 4^C InkublerL Nach der Inkubatlon wurde die 
AP-L6sung ausplpettiert und spater mlt den Waschlosungen vereinigL Dann 
wurde die Spitze mit 8 x 10 pi 25 mM Diethanolamin/HCi, pH = 9,8 (DEA) 
gewaschen. In den verelnigten Waschlosungen wurde die Aktlvltat der AP mit p- 
Nitrophenylphosphat als Substrat in 1 M DEA, pH = 9,8 photometrisch besdmmt 

15 und mit der eingesetzten AP-Menge verglichen. Aus der Abnahme der AP-Menge 
wurde In Kenntnis der spezifischen Aktivitat auf die an die Spitze gebundene 
Menge AP von 6,5 |jg geschlossen. Die RedukBon der Doppelblndungen mlt 
NaBH4 erfolgte in 0,1 M l^laHCOs. NaHCOa wurde auch fQr die nachfolgenden 
Waschschritte an Stelle von PhosphatpufPer eingesetzt. Die Alctivltat der ^ 

20 gebundenen AP in der Spitze wurde durch Spaltung eines Phosphopeptids mlt 
Hilfe der I^ALDI-MS untersucht 8 pi elner LDsung von 1,6 pg eines 
Phosphopeptids in 20 mM DEA pH = 9,8 wurden In die Spitze pipettiert und 5 
min bei Raumtemperatur inkublert. Das MALDI Spektrum der negativen lonen 
nach 5 min Inkubatlon zelgt, dass das Phosphopeptid (monoisotopische Masse 

25 1238,35 Da) nlcht mehr nachweisbar ist. Das Erscheinen eines neuen Peaks 
(monoisotopische Masse 1158,35 Da) mit elner urn 80 Da reduzlerten Masse 
zeigt die Abspaltung elner Phosphatgruppe (Rgur 6). 

Beispiel 8 



Spaltung eines Glucopeptids 
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Bne Nylon-6,5 Spltze - analog Belspiel 7 - wurde wie fblgt behandelt: 

- Inkubation mit 10 pi 2,9 M HCI (2,5 h 37'>C), 

- Glutaraldehydbindung (10 p\ 2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M Pa-Puffer pH = 8,0, 
18 min bei Raumtemperatur), 

5 - Bindung des PEI-Spacers (10 pi l%lge PH-Losung In 0,1 M Pa-Puffer 1 h bei 
37«»C), 

- Blockung mit elner Aminosauremischung (10 pi einer i^iscfiung aus je 0,5 mg 
Phenylaianin, Leucin, Arginin, Glydn und Asparaginsaure / 1 ml Pa-Puffer, 2 li 
bei 4°C), 

10 - Glutaraldeliydbindung (wIe oben) 

HIeran wurde PNGase F der Firma Boehrlnger (10 pi mit 0,2 U/ml, 23 h bei 4"'C) 
gebunden. Danad» erfolgte die RedukOon mit NaBHa und Waschungen wie im 
Beisplel 6 fOr Trypslnbindung beschrieben. Die Nylonspitze wurde nach jeder 
Inkubation grdndlich mit Pa-Puffer gewaschen. 

15 Der Nachweis der Bindung von enzymatisch aktiver PNGase F wurde durcli 
Deglycosyiierung eines Glycopeptides gefutirt, das aus einem tryptisclien Verdau 
von alkalischer Phosphatase chromatographlsch gereinigt wurde. 

10 pi elner Lesung von 0,5 pg des Glycopeptids In 10 mM Tris/HCI pH = 8,3 
wurden In die Nylonspitze pipettlert und 20 h bei Raumtemperatur Inlaiblert. 

20 FIgur 7 i&gt das Massenspekbrum vor (7A) biw. nach der Inkubation (7B). Die 
Kohlenhydratreste sind at^sspalten. 

ghsispiel f) 

Entsalzung e/nes OJIgonudeotids 

Fine, wIe im Beisplel 1 beschriebene, aktivierte Nylonspitze wurde mit einer 
25 wassrigen 0,1% TFA-Losung aquilibriert. Dann wurden 10 pi einer Losung eines 
17-mer Ollgonucleotids (25 pmol/lpl) in 5 mM EDTA, 100 mM NaCI, 1 mM MgCh 
und 10% Glycerol, pH = 5,2 in die Spitie pipettiert. Wach 10 min Kontaktseit 
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wurde die Losung ausgestsoBen und die Spitze mit 3 x 10 jjI wassriger 0,1% 
TFA-L5sung und 3 x 10 |jl 0,1% TFA / 40% Acetonitril-Losung gewaschen. Die 
Elution erfolgte mIt 6 pi einer LSsung von 50% Acetonltrll 50 mM NH4OH pH = 
9,0. Rgur 8 zeigt die MALDI Spektren der Ausgangslosung (A) und (B) nach 
5 Entsalzung an der Nylonspitze. 

Belsplel 10 

Hersteflung eines Moduls zur Anrelcherung von Phosphopeptiden aus einer 
Peptidmischung ( 

1) Herstellung des Moduls 

10 a) Aktivierung mit Phenol und Salzsaure 

Das Modul, das aus acht Nylon-6 StSben besteht, wurde zunachst mlt 
Chloroform entfettet und danach 15 mm tief fur 10 min in eine gesattigte 
wassrige Phenollosung getaucht 

AnschlieBend wurde das angeloste Nylon durch Eintauchen fOr 5 min In 100% 
15 Aceton an den Staben ausgefallt und danach mehrmals grundllch mlt 100% 
Ethanol gespult. 

Nach dem SpQIen erfolgte elne weltere Freisetzung reaktlver Gruppen durch 
Inkubation fur 2,5 Stunden bei 37'*C mit 2,9 M HO. AnschlieBend wurde 
mehrmals grundllch mlt Wasser gewaschen. 

20 b) AI<tiVlerung mlt Bisoxlran 

Das zuvor mit Phenol und Salzsaure akbVlerte Modul wurde fur 20 h bei 80®C 
unter standigem Schuttein in 10 ml elner Losung aus: 

• 9 ml Bisoxlran 

• 1 ml 100% Ethanol 

25 » 1 ml 25 mM wassrigen Natrlumcarbonatlousng (pH= 11) 

Inkubiert und anschlieBend mehrmals sorgfaltig mit Wasser gewaschen. 
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a) Immobilisation von ImlnodlesslgsSure (IDA) 

Das zuvor mit Bisoxlran aktlvierte Modul wurde fOr 20 h bei 50*»C unter 
standlgem Schutteln in 10 ml einer gesattigten LSsung aus: 

• 1 g IDA gelost In 
5 • 10 mL einer 25 ml^ wassrlgen NatriumcarbonatJosung (pH = 12) 

lnl<ublert und anschlieBend wiederum grQndllch mit Wasser gewaschen. 

a) Blndung von Kupfer-(II)-Ionen 

Das Modul mit immoblllsiertem IDA wurde fur 1 h be! Raumtemperatur unter 
standlgem Schutteln in 10 ml einer Losung aus: 

10 • 10 mM Kupfer-(II)-Chlorid gelost In 
o 50 mM Na-Acetatpuffer (pH = 5) 

inkubiert, wobei die 10 ml Losung nach 30 min gegen 10 ml der gleichen 
Losung ausgetauscht wurde. 

2) Einsatz des Moduls zur Phosphopeptidanrelcherung 

15 Ein Nylonstab des so hergestellten Moduls wurde etwa ID min in 300 pi einer 
Losung aus tp/ptisclien Peptiden von Humanserumalbumin (1,28 nmol) und 
einem Pliosphopeptid (1,8 nrnol) in 50 mM MES-Pufrer (M- 
mopholinoethansulfonsaure) pH = 5,5 mit 10% Acetonltril (ACN) getaucht Der 
Stab wurde dreimal mit je 170 pi 45,5 mM I^1ES<l>uffer pH = 5,5 in 40% ACH und 

20 zweimal mit Wasser gewaschen. Danach wurde mit 30 pi einer 1% NH4OH- 
Losung in 40% ACiM eluiert. 

Figur 9 zeigt die negatlven MALDI Spektren A) der Mischung von Phosphopeptid 
mit HSA-Peptiden und B) nach Elutlon vom Metall-Chelat-Nylonstab. 



wo 2005/005047 PCT/EP2004/051416 

16 



Patentansprilcfi^ 

1. Einstucklges Formteil aus Kunststoff zur Analyse und Praparation von 
Substanzen mit mindestens einem Obetflachenberelch und einem 
Innenbereich, 

5 wobei der mindestens eine Oberflachenberelch ein offenporiges, 
dreidimensionales Netzwerk ist. 

( 

2. Formteil gemSB Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass der Innenbereich 
kelne offenen Poren aufweist. 

3. Formteil nach einem der Anspruche 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, dass 
10 der Kunststoff ausgewahit wird aus Polyamiden^ Polysulfonen, Poiyestern, 

Polycarbonaten sowie Copolymeren und Mischungen derselben. 

4. Formteil nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
an den mindestens einem ObetflSchenberelch mindestens teilweise 
Reaktanten gebunden sind. 

15 5. Formteil nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktanten 

ausgewahit sind aus Proteinen, Nukleinsauren, Kohlenhydraten, Lipiden, ( 
AfFinltatsliganden, Effektoren von Enzymen. 

6. Formteil nach einem der Anspruche 4 Oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Real<tanten Qber realctive Seltengruppen des Kunststoffe gebunden sind. 

20 7. Forrntell nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gel<ennzelchnet, dass 
das Formteil als Pipettenspitze, Mikroplatte, SchlauchstQck, Stab, Efnzel- 
oder MehrfachgefaB, Tauchkorperkugel oder Platte ausgebildet ist. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Formteils nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
be) dem ein einstuckiges Formteil aus Kunststoff an mindestens einem 
25 Oberflachenberelch partiell gelost wird, um mindestens einen offenporigen 
Oberflachenbereich zu erzeugen, der ein dreidimensionales l^letr^'erk ist. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet dass, vor, gleichzeltlg 
Oder nachtraglich zur partiellen Losung des Oberflachenberelches eine 
chemische Akdvierung des Oberfl§chenbereiches erfolgL 

10. Formteil erhaltlich durch ein Verfahren nach Anspruch 8 oder 9. 

5 11. Verwendung ernes Fonmtells nach mindestens elnem der Anspruche 1 bis 7 
zur Analyse und PrSparatlon von Substanzen. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Formteil 
zur Identifikatlon und Quantifikation von Analyten, insbesondere zur 
spezlfischen Konzentrierung und Probenvorbereitung eingesetzt wird. 

10 13. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Formteil 
zur Anrelcherung einer Substanz in elner Probe, zur Abreicherung elner 
storenden Substanz aus einer Probe, zur Analytmodifikation, insbesondere 
zur spezifische Spaltung oder Entfemung von Modiflkatlon wle 
Phosphatgruppen, Zuckerelnhelten, FettsaureeSnheiten eingesetzt wlrd. 
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Fig. 5 
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Fig. 8 
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Fig. 9 
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